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BRAS ESPACEUR MOLECULAIRE , PROCEDE DE FABRICATION, ET 
UTILISATIONS SUR UNE PUCE D ' ANALYSE A MOLECULES OU 

BIOMOLECULES 



DESCRIPTION 

Domaxne technique 

5 La presente invention se rapporte a un bras 

espaceur moleculaire, a un precede de preparation du 
bras espaceur reliant une unite moleculaire a un 
support solide, ainsi qu'a 1' utilisation de ce bras 
espaceur sur des puces d' analyse a molecules ou 
10 biomolecules . 

Dans 1" expose qui suit, les references entre 
crochets [J renvoient a la liste de references a la fin 
de la description. 

Les puces d' analyse visees par la presente 
15 invention sont plus particulierement, mais non 
exclusivement, les biopuces et microsystemes dedies a 
1' analyse biologique. Elles se repartissent en trois 
categories : les puces a ADN, les laboratoires sur puce 

(« Lab-On-Chip ») e t loc r->n o a 

* i "=•- res puces a cellules 

20 (« Cell-On-Chip ») . 

Actuellement, un nouveau type de biopuce 
emerge : la puce a sucre (« Glycochip ») . Cette biopuce 
est soit le resultat d'un depot d'une substance 
naturelle ou synthetique, soit le resultat d'une 

25 synthese multiparallele supportee (chimie combinatoire) 
de differentes sequences oligosaccharidiques, 
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representatives de la diversite moleculaires de 
certaines grandes families de glycocon jugues endogenes, 
par exemple les heparanes sulfates. La presente 
invention est particuliereraent bien adaptee a ce 
5 nouveau type de biopuce en permettant notarnment la 
fixation de ces molecules sur des supports de biopuces 
par un precede de chimie efficace et simplifie par 
rapport a 1' art anterieur. 

Les molecules ou biomolecules, appelees dans la 

10 presente « unites moleculaires », qui peuvent etre 
fixees sur un support solide par 1 ' intermediaire du 
bras espaceur de la presente invention peuvent etre par 
exemple des acides nucleiques (ADN ou ARN) , des sucres, 
des glycoproteines, des glycolipides, etc. D'autres 

15 exemples encore sont donnes ci-dessous. 

Art anterieur 

Dans la majorite des biopuces, un espaceur fait 
le lien entre le support solide [2] et, par exemple, 
20 les sondes d T oligopeptides , d 1 oligonucleotides [3] ou 
d T oligosaccharides [4] . Get espaceur peut jouer 
plusieurs roles a la fois : molecule liante, bras 
d T eloignement spatial, lieu de clivage de la sonde, 
etc . 

25 La proximite du support avec les sites de 

reconnaissance des cibles par les sondes peut en effet 
gener, voire empecher la reconnaissance sonde/cible, et 
done nuire a la finesse et a la qualite d f analyse des 
biopuces. Ceci est particulierement vrai lorsque les 
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15 



20 



sondes sont petites, par exemple dans le cas des puces 
a sucres. 



e 



1/ equation de principe ci-dessous indique 1 
schema general de la formation puis du clivage de 
l'espaceur, dans' laquelle X' represente un support 
solide, et X" une unite moleculaire. 

Precurseur du bras espaceur 
Supp ort active^ ^ N ^ molecule a fixer 

l accrochage 

Fixation de la molecule a fixer surle su ppo rt solid e par I'inte rm ediaire 

du bras espaceur form e 



-N X" 



clivage 
Rupture du bras espaceur 



-N X" 



De nombreux bras espaceurs ont ete realises a 
ce jour, mais ceux-ci presented un certain nombre 
d'inconvenients non resolus . En effet, leur structure 
implique une limitation severe des precedes chimiques 
utilisables pour leur fixation sur le support solide 
et/ou ils ne permettent de fixer facilement tout type 
de molecule biologique et/ou ils sont si stables 
chimiquement qu'une fois fixes sur le support solide 
leur clivage pour recuperer la molecule biologique ne 
peut pas se faire facilement, et peut entrainer la 
deterioration de cette derniere ou du support. 

Le document [4] (US-A-6, 579, 725) decrit un bras 
espaceur fixant des oligosaccharides. Ce bras espaceur, 
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bien que plus efficace que ceux de 1' art encore plus 
. anterieur, ne permet pas de resoudre en meme temps tous 
les problemes precites. On peut noter egalement, que sa 
longueur, sa f onctionnalite, sa reactivite et son 
5 encombrement ne peuvent pas tou jours etre generes a 
volonte . 

Expose de 1' invention 

La presente invention permet precisement de 
10 resoudre en une seule fois les problemes precites de 
l'art anterieur en fournissant un bras espaceur 
moleculaire de formule (I) suivante : 




(I) 

- dans laquelle les substituants X° ; X 1 ; X 2 ; X 3 ; X 4 ; 

Z 1 ; Z 2 ; R 1 ; R 2 ; et R 3 sont tels que : 

X° et X 4 sont chacun choisis independamment des 
autres substituants parmi C, O, N, S, Se, P f As^ 
Si ; 

X 1 ; X 2 ; et X 3 sont chacun choisis independamment 
des autres substituants parmi C, O, N, S r Se, B, 
As, Si et parmi un aryle et un heteroaryle 
comprenant par exemple chacun de 2 a 20 atomes de 
carbone ; 



15 



20 
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10 



Z 1 et Z 2 sont chacun choisis independamment des 
autres substituants parmi C-R, Si-R, c, N, P et 
As, ou R est un alkyle comportant par exemple de 1 
a 40 atomes de carbone ; 

R 1 ; R 2 ; et R 3 sont chacun choisis independamment 
des autres substituants parmi H, un alkyle, un 
aryle et un heteroaryle comprenant chacun de 2 a 
20 atomes de carbone ; 

[Gp] represente un groupement protecteur de 
1' amine secondaire -N- ou une molecule participant 
a la fonctionnalite du bras espaceur ; 

- dans laquelle n, m et p sont des nombres entiers, 
chacun superieur ou egal a 1 et choisi independarnment 
l'un de 1' autre, de preference de fagon a ce que 1 < n, 

15 m et p < 40 ; 

- dans laquelle [Sup] represente H ou un support solide 
silanise sur lequel ledit bras espaceur peut etre fixe 
de maniere covalente ; et 

- dans laquelle [mo] represente H ou une unite 
20 moleculaire destinee a etre fixee de maniere covalente 

par 1' in termed! aire dudit bras espaceur sur ledit 
support solide silanise. 

Ce bras espaceur (I) est utilisable, de maniere 
generale, pour fixer sur un support solide [Sup] une 
25 unite moleculaire [mo], par exemple pour fabriquer une 
biopuce, ou plus avantageusement une puce a sucre, ou 
[mo] est generalement une molecule f onctionnalisant 
ladite biopuce. 

Selon 1' invention, de preference, dans le bras 
espaceur [1] tel que defini ci-dessus : 
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X° et X 4 peuvent etre chacun choisis independamment 
'des autres substituants parmi C, 0, N, S, Si ; 
et/ou 

X 1 ; X 2 ; et X 3 peuvent etre chacun choisis 
5 independamment des autres substituants parmi C, O, 

N, S, Si et parmi un aryle et un heteroaryle 
comprenant par exemple chacun de 2 a 10 atomes de 
carbone ; et/ou 

Z 1 et Z 2 peuvent etre chacun choisis 

10 independamment des autres substituants parmi C, N, 

C-R, Si-R, ou R est un alkyle comportant de 1 a 30 
atomes de carbone , de preference de 1 a 20 atomes 
de carbone, de preference de 1 a 10 atomes de 
carbone ; et/ou 

15 • R 1 ; R 2 ; et R 3 peuvent etre chacun choisis 

independamment des autres substituants parmi H, un 
alkyle,, un aryle et un heteroaryle comprenant 
chacun de 2 a 10 atomes de carbone. 

Selon 1' invention, n, m et p peuvent aussi etre 
20 choisis independamment l'un de 1' autre de fagon a ce 
que 1 < n, in et p ^ 30, de preference de fagon a ce que 
1 :< n, m et p < 20, et de preference encore fagon a ce 
que l^n, metp<10. 

A titre d' exemple, selon 1' invention, dans le 
25 bras espaceur [1] tel que defini ci-dessus, X° et X 4 
sont C ; X 1 ; X 2 ; et X 3 sont C ; Z 1 et Z 2 sont C ; 
R 1 ; R 2 ; et R 3 sont H. 

Selon 1' invention, le groupement protecteur 
[Gp] peut etre 1' un quelconque des groupements 
30 protecteurs d' amines secondaires connus de 1'homme du 
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15 



20 



metier . II est choisi de preference de maniere a ce 
qu'il resiste a la chirale de synthese du bras espaceur, 
de sa fixation sur le support et de sa fixation avec 
1' unite moleculaire [mo]. II peut etre choisi par 
exemple parrni Ac, Bn (benzyle) , un groupement aryle (R) 
en Ci a 40r Troc, z, TCA, BOC, Fmoc, etc., pour former 
avec 1' amine secondaire du bras espaceur (I) un des 
groupes chimiques suivants (>N- indique 1' amine 
secondaire protegee) : 
>N-Ac : acetamide (>N-CO-Me) ; 
>N-Bn : benzylamide; 
>N-R : arylamide en Ci & 40 ; 

>N-Troc : 2, 2, 2-trichloroethyl carbamate (>N- 

C (0)0CH 2 CC1 3 ) ; 

>N-z : benzyl carbamate (>N-C (O) OCH 2 Ph) ; 
>N-TCA : trichloroacetamidate (>N-C0-CC1 3 ) ; 
>N-BOC : t-butyl carbamate (>N-C (O) OCMe 3 ) ; 
>N-Fmoc : 9-f luorenylmethyl carbamate : 




25 



(Ph = phenyle et Me = methyle) . 

De preference, selon 1' invention, le groupement 
protecteur est choisi parmi Ac, BOC ou un groupement 
aryle en d k 40 • 

Selon 1' invention, la molecule [<Sp] participant 
a la fonctionnalite du bras espaceur peut etre par 
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exemple un alkyle ou un aryle en d a 40 , par exemple en 
Ci a 30, par exemple en d a 2 o ou en Ci a 10 . H peut s'agir 
de tout substituant, pas f orcement protecteur, qui peut 
participer a la f onctionnalite du bras espaceur 
lorsqu'il est utilise. II peut s'agir par exemple d'un 
groupement hydrophobe , permettant de rendre le bras 
espaceur plus specifique et/ou plus selectif vis-a-vis 
de la molecule [mo] a fixer, et/ou de son role lors de 
1' utilisation du bras espaceur, par exemple sur une 
puce a sucre ou a proteine. 

Selon 1' invention, le support solide peut etre 
par exemple tout support pouvant etre silanise. II peut 
s'agir par exemple de plaques, de billes ou de 
capillaires. II peut etre par exemple a base de silice, 
de verre, ou d r autres materiaux connus de 1 ' homme du 
metier, par exemple pour fabriquer les supports ou 
surfaces de biopuces . La silanisation du support peut 
etre realisee par tout procede connu de 1' homme du 
metier. 

Selon 1' invention, l'unite moleculaire [mo] 
peut etre une molecule naturelle ou synthetique. II 
peut s'agir de toute molecule qui doit etre fixee sur 
un support, par exemple pour des raisons analytiques. 
II peut s'agir d'une petite molecule, par exemple ayant 
un poids moleculaire allant d r environ 180 a 400000 
g.mol" 1 . Lorsqu f il s r agit d f un sucre, [mo] peut avoir 
par exemple^ un poids moleculaire allant de 180 a 
10000 g.mol" 1 . Lorsqu r il s'agit d'une proteine ou d'un 
peptide, [mo] peut avoir par exemple un poids 
moleculaire allant de 5500 a 400000 g.mol" 1 , 
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generalement allant de 5500 a 220000 g.mol"" 1 (poids 
moleculaire de la plupart des proteines) . 

Cette unite moleculaire [mo] peut etre par 
exemple choisie parmi les monosaccharides , les 
5 oligosaccharides, les poly-oligosaccharides, les glyco- 
conjugues, les peptides , les proteines, les enzymes, 
les glycoproteines, les lipides, les acides gras, les 
glycolipides, les glycolipoproteines, etc. 

Parmi les monosaccharides , on peut citer le 
10 glucose, la glucosamine, azidoglucosamine, D-ribose, D- 
xylose, L-arabinose, D-glucose, D-galactose, D-mannose, 
2-desoxy-D-ribose, L»fucose ; N-acetyl-D~glucosamine, 
acetyl-D-galactosamine, acide N-acetylneuraminique, 
acide D-glucuronique, acide L-iduronique, D-sorbitol, 
15 D-mannitol, etc. 

Parmi les oligosaccharides, on peut citer 
saccharose, lactose, fragments d 'heparanes sulfates, 
fragments saccharidiques d'heparine, de chondroltine, 
de dermatanes sulfates, antigenes Lewis, etc. 
20 Parmi les poly-oligosaccharides, on peut citer 

parties saccharidiques des heparanes sulfates, de 
I'heparine, de la chondroltine, les dermatanes 
sulfates, etc. 

Parmi les glyco-con jugues , on peut citer 
25 heparanes sulfates, heparine, chrondroltine, dermatanes 
sulfates, etc. 

Parmi les peptides et les proteines, on peut 
citer chimiokines, cytokines, insuline, fibrinogene, 
myosine, hemoglobine, etc. 



1 er depot 



10 



Parmi les enzymes, on peut citer oxydo- 
reductases, transferases^ hydrolases, lyases, 

isomerases , ligases . 

Parmi les glycoproteines , on peut citer 
5 glycoproteines, on peut citer immunoglobuline G, acide 
hyaluronique , etc . 

Parmi les lipides, on peut citer lipides 
hydrolysables : les graisses (glycerol + 3 acides 
gras) , les cires (acide gras + alcools gras) , les 
10 esters de sterol (sterol + acides gras) , phospholipides 
(acides phosphatidiques (glycerol, 2 acides gras di- 
phosphate) ) , les phosphalides (glycerol 4- 2 acides gras 
+ phosphate) , les sphingolipides (sphingosine + acide 
gras + phosphate 4- aminoalcool) ; lipides non 
15 hydrolysables : alcanes, carotenoldes, sterols 

(cholesterol) , steroides (estradiol, testosterone) , 
acides (acides gras) , eicosanoides, etc. 

Parmi les acides gras, on peut citer acide 
arachidonique, acide linoleique, acide linolenique, 
20 acide laurique, acide nervonique, acide palmitique, 
acide oleique, etc. 

Parmi les glycolipides , on peut citer 
galactosyl -ceramique, glucosyl-ceramide, gangliosides , 
les cerebrosides (acide gras + sphingosine + 1 sucre) , 
25 les gangliosides (acide gras + sphingosine + nombreux 
sucres, de 1 1 acide neurarainique) , etc. 

Parmi les glycol ipoproteines, on peut citer 
MPB83 (marque de commerce) , GLP19 (marque de commerce) 
et 1RBP (marque de commerce) . 
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La presente invention se rapporte egalement a 
un procede de fixation covalente d'une unite 
moleculaire [mo] sur un support solide par 
l'intermediaire d'un bras espaceur, avantageusement 
celui de la presente invention. 

Le procede peut comprendre les etapes 
suivantes : 

(i) reduction de la fonction nitrile d'un compose de 
formule : 



10 



(ii) formation d'une fonction aldehyde a partir d'une 
fonction allyle d'une molecule biologique de formule : 



[mo]— X: 



15 



20 



(iii) amination reductrice entre ladite fonction 
nitrile reduite suivie d'une protection de 1' amine 
secondaire formee et ladite fonction aldehyde pour 
obtenir une molecule biologique activee pour sa 
fixation sur le support, ladite molecule biologique 
activee etant de formule : 



[mo] — X 




m Z 
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(iv) silanisation d' un support solide, et 

fonctionnalisation du support solide silanise avec une 
molecule de formule : 




(v) reaction de metathese entre la molecule 
fonctionnalisant le support et la molecule biologique 
activee pour former un bras espaceur selon 1' invention 
reliant la molecule biologique et le support. 



Dans ce procede, les substituants X° ; X 1 



X' 



10 X J 



X' 



; R 1 ; R : 



R~ 



et [mo] sont tels que 



definis ci-dessus. 

Selon 1' invention, le compose de formule 



[mo] — X 



4 



1 1 j p 



peut etre par exemple un sucre allyle, [mo] etant ledit 
sucre. Ce sucre allyle peut etre obtenu par tout 
procede connu de 1'homme du metier qui n'altere pas le 
sucre. II peut s'agir par exemple du procede decrit 
dans le document [5] . 

Selon 1' invention, l r amine secondaire peut en 
outre etre protegee par un groupement protecteur. 
Ainsi, le procede de 1' invention peut comprendre en 
outre une etape de fixation d'un groupement protecteur 
[Gp] sur la fonction amine secondaire. Le groupement 
protecteur peut etre tel que defini ci-dessus. Sa 
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fixation sur 1' amine secondaire peut se faire par tout 
procede chimique connu de l'homme du metier, par 
exemple suivant un des procedes decrits dans le 
document [7 ] . 

5 Pour mettre en ceuvre les differentes etapes de 

ce procede de 1' invention, les procedes classiques de 
chimie organique connus de l'homme du metier peuvent 
etre utilises. Ainsi, a titre d' exemple, pour l'etape 
de reduction du nitrile, le procede decrit dans le 
10 document [6] peut etre utilise. Pour l'etape de 
formation d f une fonction aldehyde a partir d'une 
fonction allyle d'une molecule biologique, le procede 
d'ozonolyse decrit dans le document [5] peut etre 
utilise. Pour l'etape domination reductrice suivie 
d'une protection de 1' azote entre le nitrile reduit et 
ladite fonction aldehyde pour obtenir une molecule 
biologique activee, le procede decrit dans le document 
[7] peut etre utilise. Pour l'etape de silanisation du 
support solide et de sa f onctionnalisation, le procede 
decrit dans le document [8] peut etre utilise. Pour la 
reaction de metathese, le procede decrit dans le 
document [10] peut etre utilise. 

Le bras espaceur de la presente invention peut 
done etre cree a partir de trois parties qui sont liees 
25 d'une part par amination reductrice suivie d'une 
protection de 1' azote du cote de 1' unite moleculaire, 
et d' autre part lors d'une reaction de metathese de 
Grubbs. La methatese de Grubbs est par exemple decrite 
dans le document [11] . 
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L 1 atome d f azote qui est insere dans la chaine 
carbonee presente plusieurs avantages : obtenu lors de 
l'accrochage de deux chainons, il se trouve sous la 
forme d'une amine secondaire que l'on peut proteger de 
5 differentes manieres pour conferer une reactivite 
particuliere a I'espaceur. Cette fonction 

avantageusement modulable au cas par cas par differents 
groupements protecteurs ou par une molecule participant 
a la fonctionnalite du bras espaceur, permet de faire 

10 varier et de maltriser 1 1 hydrophilie ou 1 T hydrophobie 
du bras espaceur et de controler son encombrement 
sterique. II est aussi avantageusement possible de 
moduler le caractere electrophile/nucleophile ou 
acide/basique de cette partie du bras espaceur : la 

15 nature des groupements protecteurs de 1 T atome d T azote 
est done de preference choisie dans le but d T optimiser 
des conditions de reactions, d ' interactions , 
d 1 operations de caracterisations ou d T analyses, et ce, 
que ce soit avant ou apres clivage de 1 ? espaceur pour 

20 liberer 1' unite moleculaire. Par exemple avec un 
groupement acetyle on obtient du fait de sa petite 
taille un faible encombrement sterique , ce qui permet 
une optimisation de la reconnaissance moleculaire lors 
de 1' utilisation du bras espaceur, par exemple sur une 

25 puce a molecules. Par exemple aussi, avec un groupement 
butyle, on obtient un substituant carbone hydrophobe 
qui rend cette partie du bras espaceur hydrophobe, ce 
qui permet par exemple une reconnaissance de proteines 
hydrophiles plus specifique, plus selective, vis-a-vis 

30 des parties hydrophiles du bras espaceur ( [mo] ) . 
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La presente invention fournit done un bras 
espaceur (ou « espaceur ») modulable, dont les 
differentes structures influencent la reactivite du 
5 bras, c T est-a-d±re son comportement chimique et/ou 
electrochimique et/ou sterique. 

La presente invention est realisable de maniere 
simple et efficace et 1' espaceur presente 
avantageusement les trois proprietes suivantes, 
10 notarnment lorsqu'il est mis en oeuvre pour la 
fabrication de puces a sucres : 

tout d'abord, 1 T espaceur occupe bien la 
fonction de bras permettant d f eloigner la chaine 
sucree de la surface solide qui supporte cette 
15 chaine. 

ensuite 1 1 espaceur est un bras clivable : 
il est possible d'ouvrir facilement et de maniere 
ciblee 1 1 espaceur pour isoler le sucre de la phase 
supportee . 

enfin, l f espaceur, de par son faible taux 
de fonctionnalite chimique, reste inerte dans de 
nombreuses conditions de reactions realisees lors de 
syntheses organiques sur des unites sucrees par 
exemple et lors de l f utilisation des puces a sucres. 

Outre les avantages precites, les inventeurs 
ont note les suivants lors des differentes 
experimentations de mise en oeuvre de la presente 
invention : 

Le bras espaceur permet de pallier les 
problemes steriques dus a la presence du support 
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solide . II permet d' etudier dans de bonnes conditions 
steriques les interactions proteines/sucres sur les 
puces a sucre obtenues . II resout les problemes 
d'encombrement sterique qui se presentaient dans l f art 
5 anterieur lors de l T approche de la proteine vers les 
ligands sucres et nuisaient aux futures interactions 
potentielles . 

La longueur du bras est modulable : un 
choix judicieux d T homologues fonctionnels de tallies 
10 differentes, en particulier par le choix des reactifs 
de depart, permet de preparer des espaceurs de tallies 
dif f erentes . 

- II est non seulement possible de choisir la 
distance entre la chaine sucree et le support solide 

15 mais aussi de controler le caractere hydrophile ou 
hydrophobe de cette partie de l'espace au moyen du 
groupement protecteur, 

- La simplicity de la structure chimique de 
l T espaceur lui confere des proprietes de non 

20 reactivite chimique lors des nombreuses reactions 
organiques lors de sa fabrication et lors de 
l r utilisation de la puce a sucre* 

- L T espaceur, de par son absence de fonctions 
chimiques interactives n 1 a pas d' influence sur des 

25 interactions potentielles avec d'autres molecules, 
lorsque le systeme est utilise dans le cadre d'une 
puce a sucre ou plus generalement d'une puce a petites 
molecules * 

- L 7 espaceur est clivable de rnaniere precise 
30 et selective au niveau de sa double liaison C=C, dans 
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des conditions de reactions qui n'alterent pas la 
molecule biologique, par exemple oligosaccharidique . 
En effet, on peut utiliser commodement pour le clivage 
par exemple une ozonolyse (0 3 > , une metathese de 
Grubbs (catalyseur de Grubbs) , ou une dihydroxylation 
suivie d'une coupure oxydative de diolosmylation 
(Os0 4 , NalOa), et d'autres reactions chimiques douces 
connues de l'horarae du metier. 

Le fait que 1' espaceur soit aisement 
clivable, et que cette coupure ne modifie pas la 
structure du sucre, permet de realiser des controles 
analytiques structuraux et conf ormationnels de la 
chaine oligosaccharidique isolee. II est en outre aise 
de calculer la quantite de sondes sucrees accrochees 
15 (« loading ») sur le support solide pendant la 
synthese sucree. 

Un des interets de cet espaceur, en comparaison 
avec celui decrit dans le document [1] (1 ' octenediol 
par exemple) reside dans 1 ' adaptability de sa longueur, 
20 de sa f onctionnalite, de sa reactivite et de 
1 ' encombrement sterique qui peuvent etre generes a 
volonte . 

Les inventeurs notent egalement que 1' espaceur 
de la presente invention permet la liaison avec une 
tres grande gamme de saccharides, d ' oligosaccharides ou 
polysaccharides qui sont tres souvent presynthetises et 
proteges en position anomerique de leur partie 
reductrice par un groupement allyle. En une etape, ces 
unites sucrees peuvent en effet etre transformers pour 
se lier directement sur 1' espaceur. Ainsi, cet espaceur 
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est avantageusement compatible avec de nombreuses 
molecules sucrees deja synthetisees et decrites dans la 
litterature, par example dans les documents [7] , [12] 
et [13] . 

La presente invention peut par exemple etre 
utilisee pour la fabrication d' une puce a sucres, par 
exemple d'une puce susceptible d T identifier par 
criblage des sequences oligosaccharidiques 

reconnaissant une proteine particuliere, par exemple 
suivant la technique decrite dans le document [1] . Dans 
cette application,, la presente invention permet 
d' optimiser les procedes de criblage et done de 
disposer plus efficacement et plus rapidement de 
molecules a visee therapeutique ou biotechnologique . On 
peut s'attendre a ce que cette capacite existe 
egalement dans les autres applications de la presente 
invention. 

La presente invention peut egalement etre 
utilisee sur les biopuces ou un bras espaceur doit 
faire le lien entre le support solide et des sondes 
d* oligopeptides, d 1 oligonucleotides et/ou 

d T oligosaccharides . En particulier, le bras espaceur de 
la presente invention peut etre utilise- sur une puce a 
oligopeptides telle que celle decrite dans le document 
[3], sur une puce a oligosaccharides telle que celle 
decrite dans le document [4] . 

D'aiitres caracteris tiques et avantages 
apparaitront encore a l f homme du metier a la lecture 
des exemples qui suivent donnes a titre illustratif . 
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Examples 

•A titre d'exemple, la synthese d'un espaceur de 
longueur correspondant a une chalne de quatorze 
5 carbones est exposee ci-dessous, en utilisant des 
protocoles operatoires choisis parmi ceux accessibles a 
l'homme du metier. Les references en caracteres gras 
renvoient au schema reactionnel ci-dessous. 

Les composes choisis sont : un monosaccharide 
10 (1) du fc yP e glucose (1) (N-acethylglucosamine 
(GlcNac) : sucre allyle en position 1) constituant 
1' unite moleculaire [mo] ; le 4-pentenenitrile (3) 
portant la fonction nitrile a reduire ; et le 7- 
octenyltrimethoxysilane (8) pour la f onctionnalisation 
15 du support. Le support solide est constitue par des 
billes (6) Controlled Pore Glass (CPG) (marque de 
commerce) a base de silice. 

Le schema reactionnel ci-dessous resume 
1' ensemble des reactions chimiques entreprises dans ces 
exemples pour la fixation d'un oligosaccharide (1) sur 
un support (6) au moyen d'un bras espaceur conforme a 
la presente invention. Ces reactions chimiques sont 
indiquees par les lettres A a F. Un exemple d'une 
reaction de clivage du bras espaceur est presente dans 
25 1' exemple G ci-dessous. 

Sur ce schema reactionnel, les groupements 
« R » indiques sur le sucre n'ont pas ete differencies 
volontairement pour simplifier la representation. Ces 
« R » representent des substituants, identiques ou 
differents entre eux aux differentes positions sur le 
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cycle formant le sucre, et pouvant les substituants 
rencontres generalement sur les sucres. Dans 1' exernple 
particulier presente ici, le sucre utilise etant le N- 
acethylglucosamine, l'homme du metier n'a aucune 
5 difficulty pour identifier les substituants « R » aux 
dif ferentes positions des composes (1) , (2), (5) et 
(10) . 

Example A : Activation de 1' oligosaccharide 

10 (reaction A) 

Une reaction d' ozonolyse est utilisee dans cet 
exernple. Le procede utilise est decrit dans le document 
[5] 

Le sucre allyle en position anomerique (1) 
15 (0,93 mmol) est dissous dans 5 ml d'un melange de 
dichloromethane et de methanol (1/1) : le milieu est 
plonge dans un bain froid a une temperature de -78 °C 
{acetone + carboglace) . L f ozone 0 3 doit alors barboter 
dans la solution : des 1 T apparition de la couleur bleue 
20 (caracteristique d'un exces d'ozone) , l 1 ozone est 
remplacee par 1 T argon (ou 1 1 azote) La reaction etant 
terminee, le milieu est rendu reducteur par ajout de 
dimethylsulfure Me 2 S (4,65 mmol, 5 eq) : il se forme 
alors du dimehtylsuif oxyde DMSO. Le milieu remonte 
25 lentement a temperature ambiante pendant une nuit, puis 
est evapore sous vide : le residu organique est repris 
au diethy Peter Et 2 0, et lave a l'eau. Les phases 
organiques sont evaporees sous vide, puis co-evaporees 
au toluene. Le produit • brut est purifie par 
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chromatographie sur colonne de gel de silice (eluant : 
ether de petrole/acetate d'ethyle : 8/2) . 

Ainsi, 1 T aldehyde (2) est obtenu avec un 
rendement de 75%. 

Example B : Reduction d'un nitrile (reaction B) 

Le precede chimique utilise est decrit dans le 
document [6] . 

L'hydrure de lithium aluminium LiAlH 4 (381 mg, 
10,03 mmol, 1 eq) est introduit dans le diethylether 
fraichement distille (20 ml) . 

Le 4-pentenenitrile (3) (814 mg, 1 ml, 
10,03 mmol) est ajoute lentement au milieu reactionnel 
agite sous atmosphere d ? azote, a une temperature de 0°C 
15 (bain de glace) . L T agitation doit continuer environ 20 
minutes a temperature ambiante. 

Ensuite de I'eau (0,4 ml), puis une solution de 
soude a 20% dans I'eau (0,3 ml), et enfin une autre 
quantite d'eau (1,4 ml) sont additionnees : ces ajouts 
20 doivent etre realises avec beaucoup de precaution car 
la neutralisation peut etre violente. Lorsque la 
solution de diethylether est decantee du residu blanc 
inorganique, le surnageant est extrait. 

Le solide (residu) blanc est lave a deux 
25 reprises au diethylether, et les phases organiques sont 
reunies. Une solution d'acicle chlorhydrique HC1 3 M est 
ajoutee a cette phase organique pour obtenir un pH 
acide (pH<7) : le 4-pentenenitrile n'ayant pas reagi 
reste dans la phase etheree, alors que 1 ■ amine passe en 
30 phase aqueuse. 
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Apres extraction, la phase aqueuse est done 
conservee et se voit aj outer une solution de soude NaOH 
3 M pour passer a un pH basique (pH>7) : le produit 
amine va alors passer dans la phase etheree pendant 
cette nouvelle extraction. La phase etheree ainsi 
extraite est sechee sur sulfate de magnesium (MgS0 4 ) , 
puis evaporee sous vide (evaporateur rotatif ) . 

L T amine brute (4) est alors purifiee par 
distillation f ractionnee (four a boules, T~96°C±9°C) . 

Analyse 1 R RMN (Briicker AM 250) : 

5,82 (ddt, 3 Jtrans=18 Hz, 3 J ci s=13 Hz, 

3 J(H X )=6,5 Hz, 1H, CH=), 5,00 (m, 2H, CH 2 =) , 2,70 (t, 

3 Jn)=6,5 Hz, 2H, CHm), 2,10 (ttd, 3 j( HlI )=6,5 Hz, 

3 J(HC)-6,5 Hz, 3 J(H 2 C-)=1,5 Hz, 2H, CH X ) , 1,70 (s, 2H, 
NH 2 ), 1,56 (quint., 3 J (H n ) = 3 J (H Iir ) = 6, 5 Hz, 2H, CH XI ) . 

Analyse 13 C RMN (Briicker AM 250) : 

138,6 (CH=), 114,6 (CH 2 =), 1 42,0 (CH 2 -N) , 
33,1 (CH 2 , 31,4 (CH 2 ) . 

Example C : Amination reductrice (reaction C) 

Le procede chimique utilise est decrit dans le 
document [7] . 

L'aldehyde (2) (20,87 mmol) est mis en solution 
dans le dimethylf ormamide (1,2 ml) fraichement distille 
sur hydrure^de calcium (CaH 2 ) : le milieu est mis sous 
agitation et 1 1 amine (4) (31,30 mmol, 2 eq) est 
additionnee. Apres une vingtaine de minutes, le 
cyanoborohydrure de sodium NaBH 3 CN (83,47 mmol, 4 eq) 




est ajoute au melange, qui est laisse sous agitation a 
temperature arnbiante pendant une nuit. 

Si la reaction n'est pas terminee, il est 
possible de rajouter du NaBH 3 CN (1 eq) . Ensuite, 
5 lorsque la reaction est terminee, la pyridine (2,4 ml) 
et 1 T anhydride acetique Ac 2 0 (83,47 mmol, 2 eq/amine) 
sont ajoutes au melange. 

Lorsque la reaction est terminee (environ 1 
heure apres 1' addition), le compose brut est extrait au 
10 diethylether et a l f eau. Les phases organiques reunies 
sont sechees sur sulfate de magnesium (MgS0 4 ) , puis 
filtrees, evaporees sous vide puis co-evaporees au 
toluene. 

Le compose (5) est alors purifie par 
15 chromatographie sur gel de silice (gradient d'eluant 
cyclohexane/acetate d'ethyle de 7/3 a 5/5) . 

Example D : Fonctionnalisation du support solide 
(reactions D et E) 

Le precede chimique utilise est decrit dans le 
document [7] . 

Les billes Controlled Pore Glass (6) (CPG, 

500 A , 2 g) sont agitees de maniere tres douce pendant 
2 heures a temperature arnbiante dans une solution de 
soude NaOH (700 mg) dans I'eau desionisee EDI (6 ml) et 
l'ethanol EtOH a 99% (8 ml). Puis les billes sont 
centrifugees, le surnageant est extrait, les billes 
sont lavees abondamment a 1 1 EDI pour atteindre un pH 
neutre . 
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Les billes sont ensuite sechees sous vide 
(evaporateur rotatif) , et restent 1 heure a temperature 
ambiante dans une solution d'acide chlorhydrique (HC1 
0,2 N) avant d'etre lavees a l r eau, centrifugees, 
sechees puis mises a I'etuve pendant 15 minutes a 80°C. 
Elles sont alors lavees a l'ethanol, puis au toluene 
(centrifugeuse) . 

Elles sont ensuite sechees avant de participer 
a 1 T etape suivante de silanisation dont le melange 
reactionnel aura ete prepare juste avant l'emploi. 

Les billes CPG (7) sont introduites dans un 
melange de toluene (45 ml), triethylamine Et 3 N 
(1,35 ml) et de 7-octenyltrimethoxysilane (8) 
(CnHs.OsSi, M 232,39, 100 pi) : le milieu reactionnel 
est mis a 80 °C pendant 16 heures (etuve) . 

Les billes sont extraites du melange par 
centrifugation, et sont rincees a I'ethanol a plusieurs 
reprises puis sechees (evaporateur rotatif) . Elles sont 
alors soumises a une temperature de 110 °C pendant 3 
heures pour realiser 1 T etape de reticulation (etuve). 

Les etapes de silanisation et de reticulation 
etant ainsi realisees, il est necessaire de neutraliser 
1 T acidite et 1 T hydrophilie residuelles des silanols de 
surface n 1 ayant pas reagi au cours de 1' etape de 
silanisation (« end-capping ») . Une solution de 
chlorure de trimethylsilyle TMSC1 (109 mg, 130 pi) et 
de triethylamine Et 3 N (506 mg, 700 pi) dans le 
dichlorome thane DCM (10 ml) est ajoutee aux billes CPG 
silanisees, et le melange est laisse sous agitation 
douce pendant 2 heures a 25 °C. 
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Les billes sont alors rincees abondarnment au 
dichloromethane (centrifugeuse) , puis a 1 ' acetonitrile 
(centrifugeuse). Elles sont ensuite sechees sous vide 
(evaporateur rotatif ) , et mises a l'etuve (80°C) pour 
5 parfaire le sechage. 

Les billes silanisees (9) sont ainsi obtenues . 

Exemple F : Reaction de me ta these (reaction F) 

Le procede chimique utilise est decrit dans le 
10 document [9] . 

Les billes CPG silanisees (9) (2 g, 30 pmol/g) 
sont mises sous agitation dans le dichloromethane 
(20 ml), sous atmosphere d' azote. Le systeme sucre- 
espaceur (5) (300 pmol, >5 eg) est alors additionne, au 
15 milieu, avec un catalyseur de Grubbs (6 pmol, 5 mg, 
0,1 eq) . Le milieu reactionnel est alors porte a 
reflux, soit une temperature de 4 4°c. 

Apres 6 heures, une autre portion de catalyseur 
de Grubbs (6 pmol, 5 mg, 0,1 eq) est ajoutee. Le 
melange est maintenu a 44 °C pendant encore 6 heures, 
puis est ramene a temperature ambiante. 

Les billes sont filtrees, et lavees abondarnment 
au dichloromethane et a 1 « ethanol (centrifugeuse). Les 
billes sont ensuite evaporees sous vide pour etre 
25 sechees. 

Les billes sucrees (10) sont ainsi obtenues. 
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Exemple G : Clivage de la sonde (reaction G) 

Le procede chimique utilise est decrit dans le 
document [10] . 

Lorsque le systeme (10) (support solide- 
espaceur de la presente invention -chaine 

oligosaccharidique) a ete obtenu, il est possible de 
cliver l'espaceur, sans denaturer la chaine sucree. 



Le protocole experimental est decrit dans le 
document [5]. L'equation chimique est la suivante : 



10 




Les billes CPG sucrees (10) sont mises sous 
agitation lente dans un melange 

15 dichloromethane/methanol 1/1. Le milieu est amene a une 
temperature de -78 °C (acetone+azote liquide) . 
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Ensuite, on fait buller 1 T ozone 0 3 dans le 
milieu reactionnel jusqu T a ce qu 1 une couleur bleue 
apparaisse . 

Ensuite, de 1 " argon bulle quelques minutes dans 
5 le melange, avant de neutraliser le milieu avec du 
dimethyl sulfure puis le milieu reactionnel est laisse 
pour remonter vers la temperature ambiante pendant une 
nuit . 

Les billes sont reprises au diethylether, 
10 f iltrees, rincees a plusieurs reprises au diethylether 
et a 1 " eau . 

Les billes (12) sont alors mises de cote, et le 
surnageant est extrait (diethylether/eau) , la phase 
organique est sechee sur sulfate de magnesium MgS0 4 , 
15 evaporee sous vide et co-evaporee au toluene. 

Le produit (11) est alors obtenu . 
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RE VEND I CAT IONS 
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1. Bras espaceur moleculaire de formule (I) 
suivante : 



15 



20 



[mo]— < 




m Z 




[Sup] 



<D 



dans laquelle les substituants X 



X 1 



X 2 ; X 3 



X" 



R 1 ; R 2 



et R 3 sont tels que 



X" 



et X 4 sont chacun choisis independamment des 



autres substituants parmi C, O, N, S, Se, P, As, 
Si ; 

X 1 ; X 2 ; et X 3 sont chacun choisis independamment 
des autres substituants parmi C, O, N, S, Se, P, 
As, Si et parmi un aryle et un heteroaryle 
comprenant chacun de 2 a 20 atomes de carbone ; 
Z 1 et Z 2 sont chacun choisis independamment des 
autres substituants parmi C-R, Si-R, C, N, P et 
As, ou R est un alkyle comprenant de 1 a 40 atomes 
de carbone ; 



R 1 ; R 2 



et R 3 sont chacun choisis independamment 



des autres substituants parmi H, un alkyle, un 
aryle et un heteroaryle comprenant chacun de 2 a 
2 0 atomes de carbone ; 
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[Gp] represente un groupement protecteur de 
1' amine secondaire -N- ou une molecule participant 
a la fonctionnalite du bras espaceur ; 

- dans laquelle n, m et p sont des nombres entiers, 

5 chacun superieur ou egal a 1 et choisi independamment 

1'un de 1' autre, de preference de facon a ce que 1 <£ n , 
m et p ^ 40 ; 

- dans laguelle [Sup] represente H ou un support solide 
silanise sur lequel ledit bras espaceur peut etre fixe 

10 de maniere covalente ; et 

- dans laquelle [mo] represente H ou une unite 
moleculaire destinee a etre fixee de maniere covalente 
par 1' intermediate dudit bras espaceur sur ledit 
support solide silanise. 

15 

2. Bras espaceur selon la revendication 1, 
dans lequel 

X° et X 4 sont choisis independamment des autres 
substituants parmi C, O, N, S, Si ; et/ou 

X ' ; X2 '* et x3 sont choisis independamment des 
autres substituants parmi c, O, N, S, Si et parmi 
un aryle et un heteroaryle comprenant chacun de 2 
a 10 atomes de carbone ; et/ou 

Z 1 et Z 2 sont choisis independamment des autres 
substituants parmi C, N, C-R, Si-R, ou R est un 
alkyle comprenant de 1 a 30 atomes de carbone ; 
et/ou 

R ; R ^ ; et RJ sont choisis independamment des 
autres substituants parmi H, un alkyle, un aryle 
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et nn heteroaryle comprenant chacun de 2 a 10 
atonies de carbone . 

3 Bras espaceur selon la revendication 1, 
5 dans lequel le groupement protecteur [Gp] est choisi 
parmi Ac, Benzyle, un groupement aryle en Ci a C 40r 
Troc, z, TCA, BOC, Fmoc . 

4. Bras espaceur selon la revendication 1, 
10 dans lequel le support solide [Sup], lorsqu'il est 

present, est choisi parmi une plaque, une bille ou un 
capillaire . 

5. Bras espaceur selon la revendication 1 ou 
15 4, dans lequel [Sup] est a base de silice ou de verre. 

6. Bras espaceur selon la revendication 1, 
dans lequel [mo], lorsqu^il est present, est une 
molecule ayant un poids moleculaire allant de 180 a 

20 400000 g.mol" 1 . 

7. Bras espaceur selon la revendication 1, 
dans lequel [mo], lorsqu'il est present, est choisi 
parmi les monosaccharides, les oligosaccharides, les 

25 poly-oligosaccharides , les glyco-conjugues, les 

peptides, les proteines, les enzymes, les 

glycoproteihes, les lipides, les acides gras, les 
glycolipides, les glycolipoproteines . 
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8. Bras espaceur selon la revendication 1, 
dans lequel [mo], lorsqu'il est present, est un sucre. 

9. Utilisation d'un bras espaceur selon l'une 
5 quelconque des revendications 1 a 8 pour fixer sur un 

support solide silanise [Sup] une unite moleculaire 
[mo] . 

10. Utilisation selon la revendication 9, dans 
10 laquelle [mo] est une molecule ayant un poids 

moleculaire allant de 180 a 400000 g.^ol" 1 . 

11. Utilisation selon la revendication 9, dans 
laquelle [mo] est choisi parmi les monosaccharides, les 
oligosaccharides, les poly-oligosaccharides , les glyco- 
conjugues, les petites molecules naturelles ou 
synthetiques ; et [Sup] represente un support solide 
silanise auquel le bras espaceur est susceptible d'etre 
fixe et 

12. Utilisation selon la revendication 9, dans 
laquelle [Sup] est choisi parmi une plaque, des billes 
ou un capillaire. 

13. Utilisation selon la revendication 12, dans 
laquelle [Sup] est a base de silice ou de verre. 



14. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 13 pour la fabrication d'une 
30 biopuce. 
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8. Bras espaceur selon la revendicat ion 1, 
dans lequel [mo], lorsqu'il est present, est un sucre. 

9. Utilisation d' un bras espaceur selon 1'une 
5 quelconque des revendicat ions 1 a 8 pour fixer sur un 

support solide silanise [Sup] une unite moleculaire 
[mo] . 

10. Utilisation selon la revendication 9, dans 
10 laquelle [mo] est une molecule ayant un poids 

moleculaire allant de 180 a 400000 g.mol" 1 . 

11. Utilisation selon la revendication 9, dans 
laquelle [mo] est choisi parmi les monosaccharides, les 

15 oligosaccharides, les poly-oligosaccharides, les glyco- 
conjugues, les petites molecules naturelles • ou 
synthetiques ; et [Sup] represente un support solide 
silanise auquel le bras espaceur est susceptible d'etre 
fixe . 

20 

12. Utilisation selon la revendication 9, dans 
laquelle [Sup] est choisi parmi une plaque, des billes 
ou un capillaire. 

25 13. Utilisation selon la revendication 12, dans 

laquelle [Sup] est a base de silice ou de verre. 

14. Utilisation selon 1' une quelconque des 
revendications 9 a 13 pour la fabrication d' une 
30 biopuce. 




15. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 9 a 13 pour la fabrication d'une puce a 
sucre . 

5 

16. Procede de fixation covalente d'une unite 
moleculaire [mo] sur un support par 1' intermediate 
d'un bras espaceur, ledit procede comprenant les etapes 
suivantes : 

10 (i) reduction de la fonction nitrile d'un compose de 
formule : 

R 2 



20 



2 



N 



m - 2 

m 



(ii) formation d'une fonction aldehyde a partir d'une 
fonction allyle d'une molecule biologique de formule : 

[mo] — X 4 



X 3 

I 




15 r3 

(iii) amination reductrice entre ladite fonction 
nitrile reduite suivie d'une protection de 1' amine 
secondaire forrnee et ladite fonction aldehyde pour 
obtenir une molecule biologique activee pour sa 
fixation sur le support, ladite molecule biologique 
activee etant de formule : 



1er depot 



35 



R 2 




(iv) silanisation d' un support solide, et 
f onctionnalisation du support solide silanise avec une 
molecule de formule : 

f 

(v) reaction de metathese entre la molecule 
f onctionnalisant le support et la molecule biologique 
activee pour former un bras espaceur selon 1' invention 
reliant la molecule biologique et le support ; 

precede dans lequel les substituants X° ; X ? ; 
X 2 ; X 3 ; X 4 ; Z 1 ; Z 2 ; R 1 ; R 2 ; R 3 ; et [mo] sont tels 
que definis dans la revendication 1. 



15 



17. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel le compose de formule 



[mo] — X: 



p 



est un sucre allyle, [mo] etant ledit sucre. 




5 



10 



18. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel [Sup] est choisi parmi une plaque, une bille ou 
un capillaire. 

19. Procede selon la revendication 16 ou 18, 
dans lequel [Sup] est a base de silice ou de verre. 

20. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel [mo] est une molecule ayant un poids moleculaire 
allant de 180 a 400000 g-mol" 1 . 

21. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel [mo] est choisi parmi les monosaccharides, les 
oligosaccharides, les poly-oligosaccharides, les glyco- 
conjugues, les peptides, les proteines, les enzymes, 
les glycoproteines, les lipides, les acides gras, les 
glycolipides, les glycolipoproteines . 

22. Procede selon la revendication 16, dans 
20 lequel [mo] est un sucre . 

23. Procede selon la revendication 16, 
comprenant en outre une etape de fixation d'un 
groupement protecteur [G P ] sur la fonction amine 

25 secondaire. 



15 
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24. Procede selon la revendication 23, dans 
lequel [Gp] est choisi parmi Ac, benzyle, un groupement 
aryle en d 4 40, Troc, z, TCA, BOC, Fmoc. 
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25. Utilisation d'un procede selon l'une 

quelconque des revendications 16 a 24 pour la 
fabrication d'une biopuce. 

5 26. Utilisation d' un procede selon l'une 

quelconque des revendications 16 a 24 pour la 
fabrication d f une puce a sucre. 
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